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zlozyliw Urze_dzie Patentowym Rzeczypospolitej Polskiej dnia 
13 sierpnia 2002 r. podanie o udzielenie patentu na wynalazek pt. „ Zastosowame peptydow o 
dzialaniu analgetycznym jako substancji czynnej w urzadzeniach do podawania.leku 
bezposrednio do miejsca ich spodziewanego dzialania przeciwbolowego". 

Dolaczone do niniejszego zaswiadczenia opis wynalazku, zastrzezenia patentowe i rysunki sa_ 
wiema. kopia. dokumentow zlozonych przy podaniu wdniul3 sierpnia 2002 r. 
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Zastosowanie peptyd6w o dziataniu analgetycznym jako substancji czymnej w 
urz^dzeniach do podawania leku bezpoSrednio do miejsca ich spodziewanego dzialania 
przeciwbdlowego 



Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie peptydow o dzialaniu analgetycznym jako 
substancji czynnej do stosowania w technikach podawania lek6w bezposrednio do miejsca 
spodziewanego dzialania przeciwbolowego w osrodkowym ukladzie nerwowym. 

B61 i jego zwalczanie stanowi jedno z wazniejszych wyzwan wspdtczesnej medycyny. W 
ci^gu ostatnich kilkudziesieciu lat dokonano ogromnego post^pu w opracowaniu nowoczesnych 
lek6w i metod ich podawania. Najpopularniejszymi metodami podawania lekow 
pizeciwbdlowych stanowi podawanie doustne, przeskorne, oraz domifsniowe. Leki 
przeciwbolowe stosowane w tych technikach muszg. odznaczac si? duz^ selektywnoScig, dzialania 
przeciwbolowego oraz wla§ciwo§ciami fannakologicznymi gwarantaj^cymi efektywne 
przechodzenie pizez bariery biologiczne, jak na przyklad bariery skora-uklad krwionosny, jelito- 
krew, krew-mozg. Zwujzki takie, po podaniu rozprzestrzeniajq, si? w calym organizmie, w tym 
r6wniez przechodz^ do osrodkowego ukiadu nerwowego gdzie powodufe zablokowanie 
przekazywania bodzcow bolowych na poziomie rdzenia kregowego oraz percepcjf b61u w 
mozgu. Do arsenahi technik podawania ogolnego zwiqzkow przeciwbolowych, w ostatnich latach 
opracowano szereg nowoczesnych technik podawania leku bezposrednio do struktur gdzie 
spodziewane jest dzialanie na receptory biorqce udzial w obnizaniu lub generowaniu sygnalu 
bolowego. Lek mozna wprowadzic w postaci roztworu w soli fizjologicznej stosujqc strzykawk? 
przedluzonq. cewnikiem wprowadzon^ do miejsca podania leku. Strzykawkf mozna zastqpic 
roznego rodzaju pompami infuzyjnymi pozwalaj^cymi na rownomierne doprowadzanie leku 
przez dluzszy okres i/lub tez pozwalajqcy na kontrol§ ilosci doprowadzonego leku przez lekarza 
i/lub pacjenta. Opis omawianych technik i urz^dzen jest dobrze przedstawiony w pracy autorstwa 
D.B. Carr, MJ. Cousins pod tytulem "Spinal route of Analgesia. Opioids and future options", 
bed^cet rozdzialem ksi^zki pod tytulem "Neuronal blockade in clinical anesthesia and 
management of pain" (red. MJ. Cousins i P.O. Bridenbaugh), wydanej przez Lippincott-Raven 
Press, w Philadelphia, w roku 1998, str.915-983. downym celem lekow analgetycznych s^ 
receptory w osrodkowym ukladzie nerwowym, szczegolnie w rdzeniu kr?gowym. Jednakze w 
ostatnich latach stwierdzono wystepowanie receptorow modulufecych bodice bdlowe rowniez w 
miejscu uszkodzenia tkanki. Dlatego tez niezaleznie do analgezji osrodkowego ukiadu 
nerwowego, stosuje si§ miejscowe podawanie leku w miejsce pooperacyjne. We wszystkich tych 
nowoczesnych technikach podawania leku stosuje si? tradycyjne leki analgetyczne jak morfina 
czy fentanyL Zwi^zki takie charakteryzuj% si§ duz^ zdolnoSci^ przenikania przez bariery 
biologiczne, wi§c ich uzytecznoSc do stosowania miejscowego jest ograniczona. 
W roku 1986 Andrzej W. Lipkowski uzyskal patent polski nr 131730 na "Sposob wytwarzania 
nowych peptyd6w o aktywnoSci morfinopodobnej". Patent ten omawia mi§dzy innymi syntez? 
zwiqzku o strukturze przedstawionej na rycinie 1. Zwiqzek ten zwyczajowo nazywa si? bifalina. 
Badania bifaliny wykazaiy, ze zwi^zek ten podawany dozylnie wykazuje poziom aktywnosci 
przeciwbolowej podobny do morfiny. Po podaniu bezposrednio do osrodkowego ukiadu 
nerwowego obserwowano aktywnosc analgetyczne zwi^zku, jednakze poziom tej aktywnosci 
okre§lany byl rdznie przez roznych badaczy. 

Stosujqp dokladn^ kontrol? miejsca podawania, nieoczekiwanie okazalo si§, ze bifalina 
podawana podpaj?czynowkowo dziala okolo tysiqc razy bardziej efektywnie przeciwbolowo niz 
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morfina stosowana jako zwi^zek referencyjny, oraz nieoczekiwanie okazaio si& ze analogi 
bifaliny o sekwencjach podanych w tabeli 1 wykazujq. silnet aktywno£6 przeciwbolowq. 
porownywaln^, z bifaliny Rowniez nieoczekiwanie okazaJo si§, ze bifalina oraz jej analogi 
podawane w dawkach bardzo wysokich, az do tysi^ckrotnie przekraczaj^cych dawk§ o 
minimalnym efekcie analgetycznym, nie wywoluj^ depresji oddechowej stanowi^cej zasadniczy 
niepoz^dany efekt dzialania morfiny oraz innych obecnie stosowanych analgetyk6w. 
WlaSciwosci biologiczne bifaliny i jej analogow, takie jak bardzo wysoka aktywnosc 
antynocyceptywna oraz szeroki zakres bezpiecznego stosowania oraz mala zdolno§6 do 
przechodzenia przez bariery biologiczne predysponuj^ te zwiqzki do stosowania jako substancja 
czynna w urz^dzeniach do podawania zwi^zkdw biologicznie czynnych bezpoSrednio do miejsca 
ich spodziewanego dzialania w osrodkowym ukladzie nerwowym. 

Zastosowanie peptydow o dzialaniu analgetycznym jako substancja czynna w urz^dzeniach do 
podawania leku bezpoSrednio do miejsca ich spodziewanego dzialania przeciwbolowego, wedlug 
wynalazku, polega na tym, ze roztwor bifaliny lub analogu bifaliny lub tez zwi^zki te w 
kombinacji z antagonistami tachykinin lub antagonistami cholecystokininy lub antagonistami 
aminokwasow pobudzajqcych, stanowi wypdnienie urz^dzen do podawania leku bezposrednio 
do miejsca ich spodziewanego dzialania przeciwbolowego, w tym do przestrzeni 
podpaj^czynowkowej zwierz^t ssakdw lub czlowieka, przy czym urz^dzenia te mog% stanowic 
strzykawki przeznaczonej do podawania podpajf czyn6wkowego lub inne urz^dzenia stosowane 
do podawania lekow do o&rodkowego ukladu nerwowego o dzialaniu automatycznym lub 
posiadajstcych mozliwosc kontrolowania ilosci podawanego roztworu przez pacjenta i/lub 
obshig? medyczn^ 

Tabela I. 

Sekwencje aminokwasowe badanych peptydow, kt6rych aktywnosc antynocyceptywna w dawce 

0. 05 mikrograma podawana podpaj§czyn6wkowo szczurowi, po 15 minutach od podania byta 
wifksza od 50% MPE. 

1. (Tyr-D-Ala-Gly-Phe-NH-) 2 

2. (Tyr-D-Ser-CHy-Phe-NH-^ 

3. (Tyr-D-Thr-Gly-Phe-NH-)2 

4. (Tyr-D-Met-Gly-Phe-NH-) 2 

5. (Tyr-D-Asn-Gly-Phe-NH-)2 

6. (Tyr-D-Leu-Gly-Phe-NH-) 2 

7. (Tyr-D-Gln-Gly-Phe-lSIH-)2 

8. (Tyr-D-Ala-Gly-Trp-NH-)2 

9. (Tyr-D-Ser-Gly-Trp-NH->2 

10. (Tyr-D-Thr-Gly-Trp-NH-)2 

1 1. (Tyr-D-Met-Gly-Trp-NH-)^ 

12. (Tyr-D-Leu-Gly-Trp-NH-)2 

13. (Tyr-D-Gln-Gly-Tip-lSIH-)2 

14. (Tyr-D-Asn-.Gly-Phe-NH-)2 

gdzie poszczegolne reszty aminokwasow oznaczone sq, w kodzie trzyliterowym: Tyr oznacza L- 
tyrozyn?, D-Ala oznacza D-alanin$, D-Ser oznacza D-seryn§, D-Thr oznacza D-treonin§ ? D-Met 
oznacza D-metionin§, D-Asn oznacza D-asparagin?, D-Gln oznacza D-glutaming, Gly oznacza 
glicyn?, Phe oznacza L-fenyloalanin?. 
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Roztwor bifaliny lub analogu bifaliny, wediug wynalazku moze stahowi6 roztwdr w soli 
fizjologicznej, zawierajacej lub nie zawierajacej dodatkowe substancje wspomagajace dziaianie 
analgetyczne. Do substancji wspomagajacych dziaianie analgetyczne bifaliny, wediug 
wynalazku, zalicza si? antagonistow NMDA i/lub antagonistow tachykinin i/lub antagonistow 
cholecystokininy. 



Przyklad L , 
Do przestrzeni podpajeczyn6wkowej w odcinku szyjnym kregoslupa szczura wprowadzano 
cewnik silikonowy o srednicy zewnetrznej 0,64 mm i srednicy wewnetrznej 0,3 mm. Cewnik 
dlugosci 12 cm zostal przygotowany w nastepujacy sposdb: w odleglosci 7,5 cm od konca 
cewnika wykonano nanim ogranicznik z miekiego kleju silikonowego. Pozostaly 4.5 cm odcmek 
cewnika wyprowadzony na zewnatrz laczono z igla. 30G polaczona. ze su^kawka_Hamiltona o 
pojemnosci 25 mikrolitr6w. Implantacja cewnika przeprowadzono w zmeczulemu ogolnym. Po 
wygoleniu siersci z kaiku i szyi, szczura umieszczano w aparacie stereotaktycznym. Naciecie 
skory dlugosci 1,5 cm wykonywano w linii posrodkowej tylnej, wzdluz kr^goshipa. Po dotarciu 
do mi?sni rozsuwano je na boki i wypreparowywano dostep do blony podstawnej. Btone. 
podstawna. nacinano. Przez otwor w oponie wprowadzano wczesniej przygotowany l wypemiony 
jalowym roztworem soli fizjologicznej silikonowy cewnik na glebokosc 7,5 cm w kierunku 
doogonowym tak, aby jego koniec znalazl si? na wysokosci LI. Zszywano miesnie i ^skore. Po 
wyprowadzeniu ze znieczulenia ogolnego umieszczano szczury w osobnych klatkacn. Biialin? 
podawano i dokonywano pomiarow w drugiej dobie po operacji. Wszystkie podpajeczyndwkowe 
wstrzykniecia wykonywane byty w stalej objetosci 10 mikrolitrow. Po wstrzykmecm cewnik 
przephikiwano 15 mikrolitrami jalowego roztworu sou fizjologicznej. Analgezje. mierzono w 
oparciu o test cofania ogona, w ktorym stosowano bodziec termiczny w postaci wiazki swiatla o 
temperaturze 55oC. Temperature i zoogniskowanie wiazki swiatla ustalano tak, aby czas reakcji 
szczurow przed podaniem zwiazkow miescil sie. w granicach 2-3 sekundy. Maksymalny czas 
draznienia ogona nocyceptywnym bodicem swietlnym ustalono na 7 sekund, aby me powodowac 
oparzen ogona zwiazanych z przedhizona. ekspozycja. tkanek na dziaianie temperatury Prog 
czucia bodzca nocyceptywnego okreslano przed podaniem badanych zwiazkow oraz w 5, 15, 30, 
60 i 120 minucie po podaniu. Stopien analgezji wyrazano jako procent maksymalnego 
mozUwego efektu (oznaczany jako %MPE) obliczanego wediug wzoru: 

T(5-120)-T(0) 

%MPE = ■ xlOO 

7 - T(0) 

gdzie T(0) stanowi czas reakcji przed podaniem zwiazku; T(5-120) czas reakcji po podaniu w 
odpowiednim przedziale czasowym, 7 stala czasowa. < 
Po przeprowadzonym doswiadczeniu oznaczano lokalizacje cewnika i miejsca do ktorego 
docieral wstrzykiwany zwiazek stosujac przeswietlenie roentgenowskie rdzema po wstrzykniecie 
roztworu octanu oiowiu. Do analizy kwalifikowano zwierzeta ktore miary prawidlowo zalozony 

Dz^aknie analgetyczne bifaliny zaobserwowano dla minimalnej dawki 0,005 mikrograma Efekt 
antynocyceptywny wynosu 68% MPE w 5 minucie, narastajac do 74% MPE w minucie 15, aby 
nastepnie powoli spada6 do 30% MPE w minucie 30. Po godzinie czulosc na bodziec termiczny 
powrocila do normy. 
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Doswiadczenie wykonano w warunkach identycznych jak w przykiadzie I, z tym, ±e dawka. 
badana_bylo 0,5 mikrograma bifaliny. Uzyskane efekty antynocyceptywne wynosily odpowiedmo 
90% MPE po 5 minutach od podania, 98% MPE po 15 mimrtach od podania, 100% MPE po 30 
minutach od podania, 70% po 1 godzinie od podania, oraz 27% MPE po dw6ch godzinach od 
podania. Nie obserwowano zadnych efektow niepozadanego dzialania. 

Przyklad HI. 

Doswiadczenie wykonano w warunkach identycznych jak w przykiadzie I, z tym, ze 
substancjami czynnymi byla bifalina w dawce 0.005 mikrograma oraz ketamina w dawce 100 
mikrogramow. Uzyskany efekt antynocyceptywny wynosil odpowiedmo 100% MPE po 5 
minutach, 100% MPE po 15 minutach, 98% MPE po 30 minutach, 52% MPE po 1 godzinie oraz 
8% MPE po 2 godzinach od podania zwiazkow. Nie obserwowano zadnych efektow 
niepozadanego dzialania zwiazkow. 

Przyklad IV. . 

Doswiadczenie wykonano w warunkach identycznych jak w przykiadzie I z tym, ze subtancja. 
czynna. byl analog bifaliny (Tyr-D-Thr-Gly-Phe-NH-) 2 w dawce 0.05 mikrograma. Uzyskane 
efekty antynocyceptywne wynosily odpowiednio 100% MPE po 5 minutach, 78% MPE po 15 
minutach, 41% po 30 minutach oraz 10% MPE po 1 godzinie po podaniu substancji czynnej. 
Zadnych efektow niepozadanego dzialania nie obserwowano. 

Przyklad V 

Doswiadczenie wykonano w warunkach identycznych jak w przykiadzie I z tym, ze subtancja. 
czynna. byl analog bifaliny (Tyr-D-Gln-Gly-Phe-NH-) 2 w dawce 0.05 mikrograma. Uzyskane 
efekty antynocyceptywne wynosily odpowiednio 100% MPE po 5 minutach, 68% MPE po 15 
minutach, 50% po 30 minutach oraz 18% MPE po 1 godzinie po podaniu substancji czynnej. 
Zadnych efektow niepozadanego dzialania nie obserwowano. 

Przyklad VI 

Doswiadczenie wykonano w warunkach identycznych jak w przykiadzie I z tym, ze subtancja. 
czynna. byl analog bifaliny (Tyr-D-Met-Gly-Phe-NH-)2 w dawce 0.05 mikrograma Uzyskane 
efekty antynocyceptywne wynosily odpowiednio 100% MPE po 5 minutach, 98% MPE po 15 
minutach, 80% po 30 minutach oraz 42% MPE po 1 godzinie po podaniu substancji czynnej. 
Zadnych efektow niepozadanego dzialania nie obserwowano. 

Przyklad VH 

Doswiadczenie wykonano w warunkach identycznych jak w przykiadzie I z tym, ze subtancja. 
czynna. byl analog bifaliny (Tyr-DAeu-Gly-Trp-NH-ja w dawce 0.05 mikrograma Uzyskane 
efekty antynocyceptywne wynosily odpowiednio 100% MPE po 5 minutach, 100% MPE po 15 
minutach, 62% po 30 minutach oraz 30% MPE po 1 godzinie po podaniu substancji czynnej. 
Zadnych efektow niepozadanego dzialania nie obserwowano. 

Przyklad VJH. 

Doswiadczenie wykonano w warunkach identycznych jak w przykiadzie I, z tym, ze dawka. 
badana.bylo 25 mikrograma bifaliny. Po trzech minutach od podania zaobserwowano sztywno£6 
mieM konczyn i grzbietowych z zachowana_zdolnoscia. oddychania. Sztywnosc utrzymywala si? 
przez 4 godziny, a nastepnie przez 3 godziny zwierze. nie reagowalo na zadne bodzce bdlowe. Po 

~0 Yp& ^ 



nastepnych 2 godzinach uzyskany efekt antynocyceptywny w badaniu opisanym w przykladzie I, 
wynosil 80% MPE. Po 12 godzinach odpowiedz na bodzce bolowe oraz zachowanie zwierzecia 
odpowiadaJo normie. 

Przyklad DC 

Doswiadczenie wykonano w warunkach identycznych jak w przykladzie I, z tym, ze po 
jednorazowym podaniu 0,005 mikrograma bifaliny, podawano po upfywie 0.5 godziny, 0.003 
mikrograma bifaliny i kontynuowano podawanie 0,003 mikrograma bifaliny w odstepach 
p&godzinnych przez 8 godzin. Mierzono antynocycepcje. w odstepach 1 gocizinnych. 
Stwierdzono, ze efekt antynocyceptywny utrzymywal si? przez caly okres doswiadczenia na 
poziomie 80% MPE. Nie obserwowano zadnych efektow niepozadanych. 
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Zastrzez fttiia patentowe 

Zastosowanie peptydow o dziaianiu analgetycznym jako substancja czynna w vntfmasb 
dTpodawama ^a zwierz ? tom ssakom lub ludziom bezposrednio do nuejsca _ ich 
spodLwanego dzialania przeciwbolowego w osrodkowym uttadzie nemowym ^enny 
tym, ze peptydy stanowia. grupe analogow peptydu o nazwie bifahna, ktorej wz6r cheimczny 

ZaSowl? p^d6w stanowiacych grupe analogow peptydu o ^J^V? 
ogolnym wzorze podanym na rycinie 2, znamienny tym, ze Rl oznacza reszt? 
aSinokwasow^ D-alaniny lub D-seryny lub D-treoniny lub D-meUomny J* 
D-asparaginy lub D-glutaminy, oraz R2 oznacza reszte aminokwasowa. fenyloalamny lub 

^Sbzitosowania peptydow o strukturze wedhig zastrzezenia 1 oraz 2, znamienny tym, ze 
peptyd stosuje sie w foraiie roztworu w soU fizjologicznej 

ziaosowaiua peptyd6w o strukturze wedhig zastrzezenia 1 oraz 2, znamienny tyrn^ ze peptyd 
Se sie w formie roztworu w soli fizjologicznej zawieraja^e mne zwujzla atoywn* 
nkjtorWsmiej blokujace aktywnosd receptor6w aminokwasow pobudzajacych i/lub receptory 
tacbikinin i/lub receptory choUcystokininowe. * ot «™t™l 
Zastosowania peptydow o strukturze wedhig zastrzezenia 1 oraz 2, znamienny ^ze peptyd 
lub aktywne mieszanki zawierajacy peptyd okreslone zasttzezeniem 3 i 4 ^su^^ w 
fonnk roztworu jako wypemienie strzykawki lub pompy infiizyjnej przedtuzonej cewnuaem 
doprowadzajacej peptyd do miejsca dzialania. 
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R, - D-Ala lub D-Ser lub D-Thr lub D-Met lub D-Leu lub D-Asn lub D-Gln 
R 2 = PhelubTrp 
Rycina 2. Wz6r og61ny peptydow objetych wynalazkiem 
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